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^ (54) Title: HETEROCARPINE, A HUMAN GHRH-B1NDING PROTEIN 

1-H (54) Titre : L' HETEROCARPINE, UNE PROTEINE FIX A NT LE GHRH HTJMAIN 
V© 

QO (57) Abstract: The invention relates to a human GHRH-binding protein (human Growth Hormone- re leasing hormone). Said pro- 
tcin, which is obtained from the Pilocarpus Heterophyllus plant, can be used to prepare medicaments intended to antagonise the 
effects of GHRH and to treat proliferative diseases (particularly cancer), acromegaly or diabetic nephropathies and retinopathies. 

(57) Abrege" : L' invention concerne une protdinc qui fixe le GHRH humain {human Growth Hormone releasing hormone ou hor- 
monc libcratricc d' hormone dc croissance humainc). Ccttc protcinc, obtcnuc a partir de la plantc Pilocarpus Heterophyllus, pcut ctrc 
utilisee pour preparer des medicaments destines a antagoniser les effets de GHRH, a traiter les maladies proliferatives (et notamment 
le cancer), a traiter V acromegalic ou a traiter les retinopathies et les nephropathies diabetiques. 
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L'heterocarpine., une proteine fixant le GHRH humain 



La presente invention concerne une proteine qui fixe le GHRH humain {human Growth 
Hormone releasing hormone ou hormone liberatrice d'hormone de croissance 
humaine). 

L'hormone de croissance (« GH ») est une proteine de 191 acides amines qui stimule la 
5 production de nombreux facteurs de croissance, comme V Insulin-Like Growth Factor I 
(IGF-1) et declenche la croissance d'un grand nombre de tissus (squelette, tissus 
connectifs, muscles et visceres). GH possede egalement des activites physiologiques en 
augmentant la synthese des acides nucleiques, des proteines et de la lipolyse tout en 
diminuant les secretions urinaires (Frohman L.A. & Kineman, R.D., Handbook of 
10 Physiology », Hormonal Control of Growth, edite par Kostyo, J.L. & Goodman, H.M. 
(Oxford Univ. Press, New York, 1999), p. 189-221). 

La synthese de GH est regulee par des facteurs a action positive ou negative secretes par 
Thypothalamus. Le facteur majoritaire contrdlant la production de GH est le « Growth 
Hormone Releasing Hormone » (GHRH), peptide de 44 acides amines chez 1'homme. 

15 GH et GHRH sont impliques dans de nombreuses maladies. Parmi celles-ci, il y a lieu 
de citer notamment le cancer (en particulier ceux de la prostate ou du pouraon), 
Pacrom6galie, les retinopathies et les nephropathies diab£tiques ; pour ces pathologies, 
un traitement par des antagonistes de GHRH est indique. Du fait du nombre de maladies 
potentiellement concernees, rindustrie continue k chercher des antagonistes de GHRH. 

20 La demanderesse vient done justement d'isoler une nouvelle proteine d'origine 
veg6tale, laquelle a pour propriety de fixer le GHRH humain. 

L'invention a done en premier lieu pour objet une proline isolee susceptible d'Stre 
obtenue par extraction de la plante Pilocarpus heterophyllus y laquelle est caracterisee en 
ce qu'elle possede une masse moleculaire d 5 environ 90,9 kDa et comporte les fragments 
25 de sequences peptidiques SEQ. ID. NO. 1, SEQ. ED. NO. 2 et SEQ. ID. NO. 3, ladite 
proteine etant susceptible de se pr6senter sous une forme glycosylee ou non glycosylee. 
Pour simplifier 1' expose qui suit, cette proteine sera designee ci-apres par 
« heterocarpine ». 
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Lesdites sequences SEQ. ID. NO. 1, SEQ.ID.NO. 2 et SEQ. ID. NO. 3 sont les 
suivantes : 

SEQ. ID. NO. 1 : KLIGARYEDK 
SEQ. ID. NO. 2 : YGEDIIVGVIDSGV 
5 SEQ. ID. NO. 3 : PESESY 

La nomenclature utilisee ci-dessus (comme dans le reste de la presente demande) pour 
definir les peptides est celle specifiee par la «IUP AC-TUB Commissioner on 
Biochemical Nomenclature » dans laquelle, en accord avec la representation 
conventionneile, l'acide amine au niveau N-terminal (groupe amino) apparait a gauche 
10 et Facide amine au niveau C-terminal (groupe carboxyle) apparait a droite. Le terme 
« acide amine naturel » indique Fun des L-acides amines naturels trouve dans les 
prolines naturelles : Gly, Ala, Val, Leu, He, Ser, Thr, Lys, Arg, Asp, Asn, Glu, Gin, 
Cys, Met, Phe, Tyr, Pro, Trp et His. 

Une proteine est dite « isolee » si elle est prise hors de son environnement original. En 
15 particulier, une proteine naturelle est isolee si elle est s6paree du materiel biologique 
avec lequel elle coexiste dans le systeme naturel. 

L'invention conceme de preference Fheterocarpine sous sa forme non glycosylee. 

Selon une variante preferee de l'invention, Fheterocarpine est obtenue h partir d'un 
extrait des cellules de la plante Pilocarpus Heterophyllus cultivees in vitro. 

20 L'invention a par ailleurs egalement pour objet un anticorps monoclonal, ou un 
fragment de liaison de Fantigene de celui-ci, qui fixe specifiquement Fheterocarpine. 

L'heterocarpine a pour propriete de fixer le GHRH humain. In vitro, Theterocarpine fixe 
le GHRH humain et inhibe ainsi la synthase d'AMP cyclique induite lors de la fixation 
du GHRH humain sur son recepteur. In vivo, chez le rat, le complexe 
25 heterocarpine/GHRH humain se forme dans le compartiment sanguin et inhibe de 
maniere dose-dependante la synthese de GH induite par 10 jig de GHRH humain dans 
un rapport mole k mole. L'heterocarpine a pour propriete de fixer le GHRH humain. 

Ces propri6t6s rendent les composes de Tinvention aptes a une utilisation 
pharmaceutique. L'invention a done egalement pour objet, a titre de medicament, 
30 Fheterocarpine sous une forme glycosylee ou non glycosylee. Elle conceme aussi des 
compositions pharmaceutiques contenant, a titre de principe actif, Fheterocarpine sous 
une forme glycosylee ou non glycosylee, ladite composition comprenant aussi un ou des 
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excipients pharmaceutiquement acceptables. Elle a de plus pour objet Futilisation de 
Theterocarpine sous une forme glycosylee ou non glycosylee pour preparer des 
medicaments destines a antagoniser les effets de GHRH, a traiter les maladies 
proliferatives (et notamment le cancer), a traiter Tacrom^galie ou a traiter les 
5 retinopathies et les nephropathies diabetiques. En ce qui concerae le cancer, 
Theterocarpine sera particuli&rement adapt6e pour preparer un medicament destine a 
traiter les tumeurs carcinoi'des et pancreatiques, les gangliocytomes hypothalamo- 
hypophysaires, les carcinomes bronchiques, intestinaux et hepatiques, les tumeurs 
sympathoadrenergiques, les pheochromocytomes, les adenomes hypophysaires et les 
10 carcinomes thyroi'diens. 

L'invention a encore pour objet, en tant que medicament, un anticorps monoclonal, ou 
un fragment de liaison de Tantigene de celui-ci, qui fixe specifiquement Theterocarpine. 
Elle conceme de plus une composition pharmaceutique comprenant, a titre de principe 
actif, un anticorps monoclonal, ou un fragment de liaison de Tantigene de celui-ci, qui 

15 fixe specifiquement Theterocarpine, ladite composition comprenant aussi un ou des 
excipients pharmaceutiquement acceptables. Elle concerne en outre Tutilisation d'un 
anticorps monoclonal, ou d'un fragment de liaison de Tantigene de celui-ci, qui fixe 
specifiquement Theterocarpine, pour preparer des medicaments destines k antagoniser 
les effets de GHRH, a traiter les maladies proliferatives (et notamment le cancer), a 

20 traiter T acromegalic ou a traiter les retinopathies et les nephropathies diabetiques. En ce 
qui concerne le cancer, ledit anticorps monoclonal ou ledit fragment de liaison de 
Tantigene de celui-ci sera particulierement adapte pour preparer un medicament destine 
a traiter les tumeurs carcinoi'des et pancreatiques, les gangliocytomes hypothalamo- 
hypophysaires, les carcinomes bronchiques, intestinaux et hepatiques, les tumeurs 

25 sympathoadrenergiques, les pheochromocytomes, les adenomes hypophysaires et les 
carcinomes thyroidiens. 

L'invention concerne encore Tutilisation de Theterocarpine cornme excipient dans une 
composition pharmaceutique destinee a la liberation prolongee de GHRH. Elle conceme 
aussi une composition pharmaceutique comprenant GHRH, de Theterocarpine et un ou 
30 des excipients pharmaceutiquement acceptables. 

D'autre objets de l'invention sont enfin les procedes permettant d'extraire et d'isoler 
Theterocarpine a partir de cellules de la plante Pilocarpus Heterophyllus, lesdites 
cellules provenant de preference de cultures in vitro. Ces procedes comprennent 
essentiellement une 6tape d' extraction des cellules de la plante Pilocarpus 
35 Heterophyllus avec de Teau a une temperature de 0 a 50 °C, et de preference de 4 a 
25 °C, ladite etape d' extraction etant suivie d'une etape de filtration afin de s6parer le 
fiitrat riche en heterocarpine des cellules de Pilocarpus Heterophyllus et d'une ou 
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plusieurs etapes de separation de l'heterocarpine des autres composants extraits de la 
plante Pilocarpus Heterophyllus. 

Selon une premiere variante, ces procedes d' extraction et d'isolement comprennent 
essentiellement les etapes successives suivantes : 

5 a) une etape d'extraction des cellules de la plante Pilocarpus Heterophyllus avec de 
l'eau a une temperature de 0 k 50 °C, et de preference de 4 a 25 °C, ladite etape 
d'extraction etant suivie d'une etape de filtration afin de separer le filtrat riche en 
heterocarpine des cellules de Pilocarpus Heterophyllus ; 

b) une etape de precipitation des proteines extraites, par exemple par addition de 
10 sulfate d'ammonium, suivie d'une etape de separation du precipite (par filtration ou, 

de preference, par centrifugation) ; 

c) la mise en solution du precipite r6cup6re a I'etape b) dans de l'eau ; et 

d) une etape de chromatographic par gel-filtration afin de separer l'heterocarpine des 
autres composants de la solution. 

15 Selon une autre variante, ces precedes d'extraction et d'isolement comprennent 
essentiellement les etapes successives suivantes : 

a) une etape d'extraction des cellules de la plante Pilocarpus Heterophyllus avec de 
l'eau k une temperature de 0 k 50 °C, et de preference de 4 a 25 °C, ladite etape 
d'extraction etant suivie d'une etape de filtration afin de separer le filtrat riche en 

20 h6terocarpine des cellules de Pilocarpus Heterophyllus ; 

b) une etape de degraissage de la solution obtenue en a), acidifiee par ajout d'un acide 
non oxydant (par exemple de l'acide chiorhydrique, de Facide sulfurique ou de 
1' acide phosphorique) a un pH de preference compris entre 2 et 4, a Faide d'une 
extraction liquide-liquide (de preference en utilisant un solvant organique comme le 

25 dichloromethane, 1'heptane, l'hexane ou le cyclohexane) ; 

c) une etape d'elimination des tannins par mise en contact de la solution degraissee 
obtenue en c) avec de la polyvinylpyrrolidone (ou encore du nylon 66) suivie d'une 
filtration sur resine a pores larges (de preference une telle resine a base de 
polystyrenes comme la resine Diaion® HP-20) ; 

30 d) le passage k pH alcalin (de preference entre pH 9 et 11) du filtrat obtenu apres 
1' etape c) par ajout d'une base comme l'hydroxyde d'ammonium, Thydroxyde de 
sodium ou l'hydroxyde de potassium ; 

e) une ou des etapes de filtration sur resine echangeuse d'anions, 1'eluant pour cette ou 
ces etapes de filtration etant de preference une solution tampon ayant un pH entre 9 
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et 1 1 et contenant eventuellement des gradients de concentration en un sel (comme 
par exemple le chlorure de sodium ou le sulfate d'ammonium), afin de separer 
l'heterocarpine des autres composants de la solution ; et 

f) une etape de dessalage consistant en le passage de la solution obtenue a F etape e) 
5 sur une resine separant les constituants d'un melange en fonction de leur masse 

moleculaire (comme la resine Sephadex® G25 ou Superdex® 200 HR) et l'elution de 
ce melange sur ladite resine avec de l'eau. 

Les compositions pharmaceutiques contenant un compose de Tinvention peuvent Stre 
sous forme solide comme, par exemple, les poudres, pilules, granules, comprimes, 

10 liposomes, gelules ou suppositoires. Les pilules, les comprimes ou les gelules peuvent 
£tre rev£tus d'une substance capable de prot6ger la composition de Taction de l'acide 
gastrique ou des enzymes dans l'estomac du sujet pendant une periode de temps 
suffisante pour permettre k cette composition de passer non digeree dans Tintestin grele 
de ce dernier. Le compose peut aussi etre administre localement, par exemple a 

15 Templacement meme d'une tumeur. Le compose peut aussi etre administre selon un 
processus de liberation prolongee (par exemple en utilisant une composition a liberation 
prolongee ou une pompe de perfusion). Les supports solides appropries peuvent etre, 
par exemple, le phosphate de calcium, le stearate de magnesium, le carbonate de 
magnesium, le talc, les sucres, le lactose, la dextrine, Tamidon, la gelatine, la cellulose, 

20 la cellulose de methyle, la cellulose carboxymethyle de sodium, la polyvinylpyrroUdine 
et la cire. 

Les compositions pharmaceutiques contenant un compose de Tinvention peuvent 
egalement se presenter sous forme liquide comme, par exemple, des solutions, des 
emulsions, des suspensions ou une formulation a lib6ration prolongee. Les supports 
25 liquides appropries peuvent etre, par exemple, Teau, les solvants organiques tels que le 
glycerol ou les glycols tel que le polyethylene glycol, de meme que leurs melanges, 
dans des proportions variees, dans l'eau. 

^administration d f un medicament selon Tinvention pourra se faire par voie topique, 
orale, parenterale, par injection intramusculaire, etc. 

30 La dose d'un compose selon la presente invention, a prevoir pour le traitement des 
maladies ou troubles mentionnes ci-dessus, varie suivant le mode d ? administration, Tage 
et le poids corporel du sujet k traiter ainsi que Tetat de ce dernier, et il en sera d6cid6 en 
definitive par le m6decin ou le veterinaire traitant. Une telle quantity determinee par le 
medecin ou le veterinaire traitant est appelee ici "quantite therapeutiquement efficace". 
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Conformement a Pinvention, on peut preparer l'heterocarpine par le procede decrit 
ci-apres. 



Preparation de Theterocarpine 

Selon une variante preferee de l'invention, des cultures in vitro de cals ou de 
5 suspensions cellulaires issus de differents organes de la plante ont ete effectuees. Ces 
tissus cultives sur milieu semi-solide ou liquide sont capables de bio-synthetiser des 
composes ayant des proprietes biologiques. 

Par « cal », il faut entendre dans la presente demande mi amas macroscopique de 
cellules indifferenciees de plantes en culture sur un milieu nutritif semi-solide. Par 
10 « cellules indifferenci6es » sont designees dans la presente demande des cellules qui ont 
une aptitude sous certaines conditions a se multiplier sous forme d'un cal ou d'une 
suspension cellulaire sans phenomene de morphogenese. Enim, par « suspension 
cellulaire», on entend des cellules indifferenciees pouvant fomier des amas 
microscopiques en culture dans un milieu de nutrition liquide. 

15 Le choix du milieu nutritif, des hormones, des conditions de culture font partie 
integrante de Tinvention ainsi que rextraction et Taaalyse de Fextrait a partir de ces 
cultures in vitro. 

Les cellules de graines de Pilocarpus Heterophyllus peuvent etre cultivees en 
suspension par exemple selon la procedure ci-apres. 

20 Les organes sont d6contamines selon les methodes habituelles avant la mise en culture. 
Des organes de plantules in vitro ont egalement servi de materiel de depart a la 
callogenese sans n6cessiter de disinfection prealable. Le milieu nutritif de base pr£fere 
est Tun des milieux couramment utilises pour la culture in vitro : il s'agit du milieu de 
Gamborg (decrit dans Gamborg et coll., Nutrient requirements of suspension cultures of 

25 Soybean root cells, Exp. Cell Res. (1968), 50(1), 151-158). La source de carbone est le 
saccharose mais le glucose peut egalement etre employe a une concentration de 1 a 
120 g/1, de preference de 30 g/1 environ. On peut egalement diminuer la teneur en 
macro-elements par un facteur 2. Le milieu est additionne d f auxine ou d'une auxine et 
d'une cytokinine avec une preference pour 1'association des 2 hormones, en general 

30 l'acide 2,4-dichlorophenoxyacetique et la kinetine, mais l'acide a-naphtal^neacetique 
(ANA), Tacide p-indoleacetique (AIA), l'acide p-indolbutano*ique (AIB) ou le picloram 
peuvent aussi etre combines a la kinetine ou a la benzylaminopurine (BAP). La 
concentration peut varier de 0,1 k 10 mg/1 pour 1' auxine (on pourra choisir par exemple 
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1 mg/1), et de 0,01 a 2 mg/1 pour la cytokinine (on pourra choisir par exemple 
0,06 mg/1). Les vitamines sont celles associ6es aux differents milieux de base. Les 
cultures sont faites a la lumiere ou a Tobscurite. La temperature peut varier de 10 °C a 
33 °C mais sera preferentiellement d'environ 23 °C. Le pH du milieu est compris entre 

5 4 et 6,5 et preferentiellement ajuste a 5,8 avant sterilisation. Le milieu peut par ailleurs 
etre additionne ou non d'agar. 

Les cals primaires apparaissent apres quelques jours de culture et peuvent etre separes 
de rimplant d'origine, preleves et repiques apres environ 1 mois puis cultives sur milieu 
semi-solide gelose (en tube ou en boite de Petri), avec des passages de 4 a 8 semaines, 
10 de preference 6 semaines, on peut ainsi conserver un cal pendant des annees par 
repiquages successifs sur des milieux neufs. On peut egalement repiquer le cal dans un 
milieu de culture liquide agite (fiole erlenmeyer ou bioreacteur) avec des repiquages de 

2 a 6 semaines de preference 3 semaines. 

Les souches obtenues se distinguent par Torigine genetique, les conditions de culture, 
15 l'aspect et l'absence de morphogenese. 

Les cellules de Pilocarpus Heterophyllus lyophilis6es sont extraites avec de l'eau a une 
temperature de 0 a 50 °C, et de preference de 4 a 25 °C. L'extrait ainsi obtenu est 
lyophilise avant d'etre redissous a une concentration adequate (par exemple environ 
30 % de matiere seche). Les proteines precipitees par ajout d'une solution concentree de 
20 sulfate d'ammonium (par exemple a une concentration repr£sentant de 70 a 90 % de la 
concentration de saturation) sont dissoutes dans un minimum d'eau et les matieres 
insolubles sont recuperees par centrifugation. Les proteines sont ensuite separ^es par 
chromatographie sur colonne (l'eluant etant de preference de Teau) et rheterocarpine 
(identifiable par sa masse moleculaire d'environ 90,9 kDa) peut alors etre recup6r6e. 



25 Preparation d ? anticorps fixant specifiquement rheterocarpine 

La presente invention fournit des agents de fixation, comme les anticorps qui fixent 
specifiquement rheterocarpine. Un tel agent est dit comme « fixant specifiquement » 
une proteine s'il reagit a un niveau detectable (par exemple par un essai ELISA) avec 
ladite proteine et ne reagit pas de maniere detectable avec d'autres proteines. « La 
30 fixation » se r6fere a une association non covalente entre 2 molecules separees de telle 
sorte qu'un complexe se forme. La capacite a la fixation peut etre evaluee, par exemple, 
par la d6termination de la constante de fixation pour la formation du complexe. La 
constante de fixation est la valeur obtenue lorsque la valeur de la concentration du 
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complexe est divisee par le produit des valeurs des concentration des composants non 
complexes. 2 produits seront dits « fixes » lorsque la constante de fixation atteint 
103 1/moL La constante de fixation peut etre determinee en utilisant des methodes bien 
connues de l'homme du metier. 

5 N'importe quel agent capable de repondre aux criteres ci-dessus peut etre considdre 
comme un agent fixant. 

Dans la presente invention, un agent de fixation est de preference un anticorps ou un 
fragment de celui-ci. Les anticorps peuvent etre prepares par n'importe quelle technique 
disponible a l'homme du metier (cf. Harlow et Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, 
10 Cold Spring Harbor Laboratory, 1988). En general, les anticorps peuvent etre produits 
par des techniques de culture cellulaire incluant la generation d'anticorps monoclonaux 
ou via des transfections de genes d'anticorps dans des cellules hotes de bacteries ou de 
mammiferes afin de produire les anticorps recombinants. 

Parmi d'autres techniques, on preferera employer celles decrites ci-apres. Un 
15 immunogene contenant rheterocarpine est injecte chez un groupe de mammiferes (par 
exemple des souris, rats, lapins, moutons ou chevres). Dans cette etape, rheterocarpine 
peut servir d'immunogene sans modification. Alternativement, une reponse immunitaire 
superieure peut etre induite si rheterocarpine est jointe a une proteine de transport 
comme Talbumine de serum bovin ou rhemocyanine de patelle. L'immunogene est 
20 injecte chez 1' animal hote, de preference selon un schema predetermine, et les animaux 
sont saignes periodiquement. Des anticorps poly-clonaux specifiques de rheterocarpine 
peuvent ainsi etre purifies a partir de tels antiserum, par exemple, par chromatographic 
d'affinite en utilisant de rheterocarpine couplee a un support solide adequat. 



Compositions pharmaceutiques destinees a la liberation de GHRH : 

25 Ces compositions peuvent notamment etre preparees a partir de rheterocarpine et de 
GHRH selon l'une des methodes decrites dans la revue de De Wolf et Brett, 
Pharmacological Reviews (2000), 52, 207-236 et les references qui y sont citees. 



A moins qu'ils ne soient definis d'une autre maniere, tous les termes techniques et 
scientifiques utihses ici ont la meme signification que celle couramment comprise par 
30 un specialiste ordinaire du domaine auquel appartient cette invention. De meme, toutes 
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les publications, demandes de brevets, tous les brevets et toutes autres references 
mentionnees ici sont incorporees par reference. 

Les exemples suivants sont presentes pour illustrer les procedures ci-dessus et ne 
doivent en aucun cas Stre consideres comme une limite a la portee de l'invention. 



5 OBTENTION DE L'HETEROCARPINE 
Exemple 1 : 

Culture de cellules in vitro : 

Une graine de Pilocarpus Heterophyllus est mise k germer et la tige issue de cette 
germination est prelevee. Ladite tige est mise en culture dans un milieu de Gamborg 

ID (Gamborg et coll., Nutrient requirements of suspension cultures of Soybean root cells, 
Exp. Cell Res. (1968), 50(1), 151-158) additionne de 30 g/1 de saccharose, de 1 mg/1 
d'acide 2,4-dichlorophenoxyacetique et de 0,06 mg/1 de kinetine. La culture est 
effectuee dans des tubes a une temperature de 23° C et dans Fobscurite. Des repiquages 
sont effectues toutes les 6 semaines dans des conditions habituelles. Les souches, 

1 5 d' aspect granuleux, possedent une pigmentation beige. 

Une cinetique de croissance des souches, basee sur l'augmentation de masse de matiere 
firaiche et s&che de la biomasse, a ete realis6e sur 8 semaines. Les cals de 2 tubes sont 
reunis et constituent une recolte bihebdomadaire, la premiere r6colte ayant lieu au 
temps 0. Cals et gelose sont ensuite recoltes et lyophilises. On constate que la 

20 croissance est exponentielle jusqu'a 6 semaines de culture avant l'apparition d'une 
phase stationnaire de croissance. 

Extraction des cultures cellulaires : 

25 g de cellules de Pilocarpus Heterophyllus lyophilisees sont extraites 2 fois par 
immersion dans 375 ml d'eau a 4° C, et laissees la nuit a 4° C, puis dans 250 ml d'eau a 

25 4° C pendant 4 heures et finalement lavees avec 125 ml d'eau a 4° C. Chaque solution 
aqueuse ainsi obtenue est filtree sous vide au travers d'un filtre de verre surmonte de 
celite pour separer les debris cellulaires de la solution aqueuse. Les solutions aqueuses 
ainsi combinees sont ensuite lyophilisees pour obtenir 9,4 g de mati&re s&che. L'extrait 
sec lyophilise est ensuite dissous dans 31 ml d'eau a 20° C pour obtenir une solution 

30 contenant 30 % d'extrait sec. 17,4 g de sulfate d'ammonium sont ajoutes par petites 
portions avec une agitation magnetique constante pour pr6cipiter la fraction proteique. 
Le precipite proteique est ensuite separS de la solution de sulfate d'ammonium par 
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centrifiigation a 3000 rpm pendant 20 minutes. La solution de sulfate d'ammonium est 
decantee et les proteines precipitees sont dissoutes dans 22 ml d'eau, re-centrifugees et 
filtrees pour eliminer les particules insolubles. 

Le filtrat obtenu est ensuite soumis a une chromatographie par gel-filtration. II est 
5 injecte dans une colonne (Buchi N° 19678, L = 230 mm ; diametre interne = 26 mm) 
remplie de Superdex ™ 200 (Amersham Pharmacia Biotech, reference n° 17-1043-01 ; 
particules de diametre moyen de 13 |im) preparee selon les recommandations du 
fabricant en utilisant de Feau ultra-pure (Water's Milli-Q) comme eluant a un debit de 
5 ml par minute. Des fractions de 40 ml sont ainsi collectees et la proteine active est 
10 trouvee dans la troisieme et la quatrieme fraction. Ces fractions sont lyophilisees pour 
obtenir environ 14,2 mg de produit actif 

La purete du produit obtenu est demontr6e par Fapparition d'une seule bande sur gel 
d'electrophorese contenant du dodecylsulfate de sodium (SDS PAGE). Le produit 
correspondant k cette bande est designe dans ce qui suit comme l'het&rocarpine. 

15 Exemple 2 : 

Les cellules cultivees in vitro selon la meme procedure que celle decrite dans 
l'exemple 1 ci-dessus sont extraites selon lam6thode decrite ci-apres. 

100 g de cellules de Pilocarpus Heterophyllus lyophilis6es sont extraites a l'aide de 2 
litres d'eau demineralisee a 20 °C, le melange etant maintenu agite pendant une nuit. 

20 Les cellules et l'extrait sont filtres par succion sur fritte (porosite 3, diametre de 20 cm) 
recouvert d'un lit de celite (prealablement lavee avec de l'acide ; 1 a 2 cm d'epaisseur). 
Les cellules recuperees sont lavees avec 400 ml d'eau demineralisee avant d'etre 
elimin6es. Le filtrat aqueux est ensuite acidifte a pH 3,0 par addition d' environ 10 ml 
d'acide chlorhydrique a 18%. La solution acidifi6e est ensuite d^graissee par extraction 

25 liquide-liquide a l'aide de 400 ml de dichloromethane. La phase dichloromethane est 
decantee puis eliminee. La solution degraissee est soumise a une evaporation rotative 
pour eliminer le dichloromethane residuel. Environ 30 g de polyvinylpyrrolidone sont 
ensuite ajout£s a la solution degraissee (pH environ 3,0) et le melange est agite pendant 
environ 30 minutes pour eliminer les tannins. Le melange est filtre un lit par succion sur 

30 fritte (porosite 3, diametre de 10 cm) recouvert d'un lit mixte compose de 25 g de celite 
(prealablement lavee avec de l'acide) et 25 g de polyvmylpyrrolidone. Le filtrat est 
ensuite passe a travers un lit de 400 mi de Diaion® HP-20 (Mitsubishi Chemical 
Company) pre-active selon les instructions du fabricant. Le filtrat resultant est ensuite 
rendu alcalin (pH 10) par addition d'environ 60 ml d'une solution d'hydroxyde 

35 d' ammonium a 20%. Une legere precipitation apparait apres 30 minutes de repos. 1 g de 
celite (prealablement lavee avec de l'acide) est ajoute a la solution alcaline qui est 
ensuite filtree par succion a travers un filtre a membrane (0,22 jam). Environ 2 litres de 
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filtrat sont ensuite passes a travers une colonne HiPrep® Q XL 16/10, montee sur un 
purificateur Akta® et pre-equilibree a pH 10,2 avec un tampon piperazine/HCl 0,1M, 
avec un debit de 0,5 ml par minute (la colonne HiPrep® et le purificateur Akta® sont 
tous deux des produits de la societe Amersham Biosciences). La colonne est ensuite 

5 successivement lavee avec 6 volumes de colonne du tampon de depart a pH 10,2, 
5 volumes de colonne du meme tampon contenant une concentration 0,2Af de NaCl; et 
10 volumes de colonne du m§me tampon contenant une concentration IM de NaCl. La 
majorite de Fheterocarpine est recuperee dans les trois premiers 3 volumes de colonne 
de tampon contenant la concentration 1 M de NaCl. Les fractions actives sont dessalees 

10 par passage a travers une colonne Sephadex® G25 (volume du lit : 260 ml) en utilisant 
de 1'eau demineralisee comme eluant. Les fractions actives, trouvees dans le premier 
volume de colonne correspondant au volume mort, sont ensuite lyophilisees pour 
obtenir 170 mg d'heterocarpine. L'heterocarpine ainsi obtenue est pratiquement mono- 
bande sur gel SDS PAGE. 



15 CARACTERISATION DE L'HETEROCARPINE 

Analyse et micros equengage : 

Les echantillons sont charges sur un gel de polyacrylamide k 10 %. Apres migration, les 
gels sont fixes et colores au bleu de Coomassie. 

Les pistes du gel represents dans la Figure 3 correspondant aux pistes 1, 2, 3, 4 et 5 
20 sont respectivement le marqueur de poids moleculaire (Amersham), 0,5, 1 et 2 /ig du 
contenu de la fraction finale d'heterocarpine telle qu'obtenue a Texemple 1 et le 
marqueur de masse moleculaire (Amersham). La determination de la masse moleculaire 
grace & une courbe standard du marqueur de masse moleculaire en utilisant des outils 
informatiques classiques et bien connus de Fhomme de Tart (par exemple, le logiciel 
25 Bio-Profil BiolD de Viber Lourmat) permet de montrer que rheterocarpine possede 
une masse moleculaire de 90,9 kiloDaltons (± 1,6 kiloDaltons). 

Pour 1' analyse par micro-sequenpage de proteine, la bande de polyacrylamide contenant 
la proteine est d6coupee et digeree dans 300 p.1 de tampon de digestion contenant 
50 mM Tris (pH 8,6), 0,03 % de dodecylsulfate de sodium a 35° C pendant 18 heures 
30 en presence de 0,4 \ig d'endolysine-C (Sigma). Les peptides obtenus sont separes, par 
HPLC, sur colonne en ligne de DEAE-C18 de 1 mm de diametre. Le gradient de 
separation est base sur un melange d'acetonitrile (de 2 a 70 %) et d'acide 
trifluoroacetique a 0,1 % (TFA). Le s6quengage est ensuite realist sur un sequenceur 
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Procise (Applied Biosystem). Trois pics ont ainsi ete sequences, permettant de 
caracteriser de maniere unique l'heterocarpine. Les sequences correspondantes sont 
identifies dans la presente demande par SEQ. ID. NO. 1, SEQ. ID. NO. 2 et 
SEQ. ID. NO. 3. 

5 L'analyse des glycoproteins est realisee par la detection de structures sucrees des 
glycoproteins separees par gel SDS-PAGE. Ce systeme de detection est une 
modification des methodes « Periodic acid-Schiff » et conduit a 1' apparition de bandes 
magenta mettant en evidence les glycoproteins (Sigma). On obtient, pour 
l'heterocarpine telle qu'obtenue a Fexemple 1, le resultat reproduit en Figure 4. 



io PROPRIETES PHARMACOLOGIOUES DE L'HETEROCARPINE 

Transfections stables du recepteur humain a GHRH (hGHRH-R) : 

Les cellules humaines embryonnaires de reins, HEK-293, (une lignee cellulaire 
developpee par le Dr. Stuart Sealfon, Mount Sinai Medical School, New York, New 
York) exprimant de maniere stable le recepteur humain a GHRH ont ete obtenues du 
15 Dr. Kelly Mayo (Northwestern University, Chicago, IL). 

Culture cellulaire et preparation membranaire : 

Les cellules HEK-293 transferees de maniere stable avec le recepteur humain a GHRH 
decrites ci-dessus sont cultivees en DMEM (milieu de Eagle modifie par Dulbecco, 
forte teneur en glucose ; fourni par Life technologies) supplemente avec 0,4 mg/ml de 

20 G418 (Life technologies) en presence de 10 % de serum de veau foetal et de 4 mM de 
L-glutamine (Life technologies). Les cellules sont homogeneisees dans le tampon A 
contenant 50 mM HEPES (pH 7,4), 5 mM de chlorure de magnesium (MgCy, 2 mM 
d'acide ethyleneglycol-bis(2-arr^ (EGTA) et 

50 jig/ml de bacitracine puis sont soumises a sonication dans le meme tampon A. Les 

25 cellules ainsi homogeneisees sont centrifugees a 4° C a 39 000 g pendant 10 minutes, 
suspendues dans le tampon A et re-centrifugees a 4° C a 40 000 g pendant 10 minutes. 
Les proteines totales membranaires sont quantifiees par la technique de Bradford. Les 
membranes culottees sont ainsi stock6es a -80° C pour une utilisation ulterieure. 

Test de liaison competitive sur hGHRH-R : 



30 Les membranes des cellules HEK-293 transferees de maniere stable avec le recepteur 
humain a GHRH sont diluees a la concentration de 100 \xg/m\ dans le tampon 
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reactionnel contenant 50 mM HEPES (pH 7,4), 5 mM de MgCl 2 , 2 mM d'EGTA, 
50 jxg/ml de bacitracine et 0,5 % d'albumine de s6rum bovin (BSA). Les membranes 
sont incubees avec 0,05 nM de [ 125 I]GHRH(l-44 amide) (Amersham) dans un volume 
final de 200 \i\ en presence de concentrations croissantes d'heterocarpine pendant 
5 2 heures & 23° C. La reaction est arrdtee par une filtration rapide sur des filtres 96 puits 
GF/C pre-charges a 0,1 % en polyethylenimine. Les filtres sont ensuite laves trois fois a 
4° C avec du tampon de lavage contenant 50 mM Tris (pH 7,4) en utilisant une station 
de filtration Packard 96 puits. Les filtres ainsi seches sont submerges de 20 |il de 
cocktail scintillant (Microscint O, Packard) et sont soumis a un comptage sur le 
10 Topcount (Packard). L'activite non-specifique est determinee en presence de 100 nM de 
hGHRH. Une courbe dose-reponse est generee pour hGHRH (0,001 nM-100 nM) et les 
resultats obtenus sont repris en Figure 1. 

Formation competitive d'AMP cyclique : 

Les cellules HEK-293 transferees de maniere stable avec le recepteur humain a GHRH 
15 sont distribuees dans des plaques de culture 48 puits et cultivees pendant 3 jours. Le 
milieu de culture est ensuite retire et remplace par le milieu B contenant 250 |il de 
DMEM (milieu de Eagle modifie par Dulbecco, forte teneur en glucose ; fourni par Life 
technologies) en presence de 0,5 % de BSA, 0,5 mM de 3-isobutyl-l-methylxanthine 
(IBMX) et pre-incubees 5 minutes a 37° C. A la fin de la periode de pre-incubation, 
20 Theterocarpine est testee pendant 20 minutes additionnelles. Les concentrations 
observees sont reportees en Figure 2. L'incubation est stoppee par 1'ajout de 100 \il de 
HC1 0,lMet les aliquots sont analyses pour leur contenu en AMP cyclique en utilisant 
le kit FlashPlate (New England Nuclear). 

Dosage de GH chez les rats : 

25 Les niveaux de GH chez les rats (males, Sprague Dawley) sont mesures dans des 
prelevements sanguins par un test enzymo-immunologique developpe par Spi-Bio (Spi- 
Bio, France). Les rats sont traites par injection intra-veineuse d'heterocarpine a des 
doses croissantes (vehicule seul, 1, 3 et 10 nmol), puis, 10 minutes apres, par injection 
intra-veineuse de 10 p.g (3 nmol) de hGHRH. Dix minutes apres l'injection du hGHRH, 

30 les niveaux de Fhormone de croissance sont mesures dans les prelevements sanguins 
comme decrit ci-dessus. Les resultats obtenus sont representes en Figure 5. 
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Breve description des figures : 

La Figure 1 est une courbe representant Finhibition de fixation du GHRH humain sur 
le recepteur a GHRH humain en fonction de concentrations croissantes d'heterocarpine. 

La Figure 2 est une courbe representant Finhibition de production d'AMP cyclique 
5 dans des cellules transfectSes de maniere stable avec le r£cepteur k GHRH humain en 
presence de 10 nM de GHRH humain en fonction de concentrations croissantes 
d'heterocarpine. 

La Figure 3 est la reproduction d'une plaque de gel de proteine SDS-PAGE montrant la 
presence de Fheterocarpine ayant un poids mol6culaire de 90,9 kDa. 

10 La Figure 4 est la reproduction d'une plaque de gel de proteine SDS-PAGE montrant 
que Fheterocarpine est une glycoproteine (Panneau B). 

La Figure 5 est une representation sous forme d'histogrammes representant Finhibition 
de synthase de GH chez le rat en presence de 10 |ig de GHRH humain en fonction de 
concentrations croissantes d'heterocarpine. 
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1. Proteine isolee susceptible d'etre obtenue par extraction de la plante Pilocarpus 
keterophyllus, laquelle est caracterisee en ce qu'elle possede une masse moleculaire 
d'environ 90,9 kDa et comporte les fragments de sequences peptidiques 

5 SEQ. ID. NO. 1, SEQ. ID. NO. 2 et SEQ. ID. NO. 3, ladite proteine etant susceptible de 
se presenter sous une forme glycosylee ou non glycosylee. 

2. Proteine selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle a ete obtenue a partir d'un 
extrait des cellules de la plante Pilocarpus Heterophyllus cultivees in vitro. 

3. En tant que medicament, une proteine selon la revendication 1 ou 2. 

10 4. Anticorps monoclonal, ou un fragment de liaison de Pantigene de celui-ci, qui fixe 
specifiquement la proteine isolee de la revendication 1 . 

5. En tant que medicament, un anticorps monoclonal, ou un fragment de liaison de 
l'antigene de celui-ci, qui fixe specifiquement la proteine isolee de la revendication 1. 

6. Composition pharmaceutique comprenant, a titre de principe actif, une proteine selon 
15 la revendication 1 ou 2, ainsi qu'un ou des excipients pharmaceutiquement acceptables. 

7. Utilisation d'une proteine selon la revendication 1 ou 2 pour preparer un medicament 
destine a antagoniser les effets de GHRH. 

8. Utilisation d'une proteine selon la revendication 1 ou 2 pour preparer un medicament 
destine a traiter une maladie proliferative, en particulier le cancer. 

20 9. Utilisation d'une proteine selon la revendication 1 ou 2 pour preparer un medicament 
destine a traiter 1 'acromegalic. 

10. Utilisation d'une proteine selon la revendication 1 ou 2 pour preparer un 
medicament destine a traiter les retinopathies et les nephropathies diabetiques. 
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ll.Procede d'extraction et d'isolement de l'heterocarpine a partir de cellules de la 
plaiite Pilocarpus Heterophyllus comprenant une etape d'extraction des cellules de la 
plante Pilocarpus Heterophyllus avec de l'eau a une temperature de 0 a 50 °C, ladite 
6tape d'extraction etant suivie d'une etape de filtration afin de separer le filtrat riche en 
5 heterocarpine des cellules de Pilocaipus Heterophyllus et d'une ou plusieurs etapes de 
separation de l'heterocarpine des autres composants extraits de la plante Pilocarpus 
Heterophyllus. 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> Societe de Conseils de Recherches et d* Application 

<120> L 1 heterocarpine , une proteine fixant le GHRH humain 

<130> Heterocarpine 

<140> 
<141> 

<150> FR 01/02631 
<151> 2001-02-27 

<160> 3 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Pilocarpus Heterophyllus 
<400> 1 

Lys Leu lie Gly Ala Arg Tyr Phe Asp Lys 
15 10 



<210> 2 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Pilocarpus Heterophyllus 
<400> 2 

Tyr Gly Glu Asp He He Val Gly Val He Asp Ser Gly Val 
15 10 



<210> 3 
<211> 6 
<212> PRT 

<213> Pilocarpus Heterophyllus 
<400> 3 

Pro Glu Ser Glu Ser Tyr 
1 5 
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